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nb royaume de belgique BREVET DE PERFECTIONNEMENT 

N° 877.356 . 

MINISTfcRE DEB AFFAIRES ftCONOHlQUES ClaBsif. 1 nternat. . 7" f 

Mis en lecture le: -"10*1979 




Le Mlnlstre des Affaires Economlques, 

Vu la hi du 24 mat 1854 sur Us brevets ^invention ; 

Vu la Convention d'Union pour la Protection de la Propriiti Industrielle ; 

Vu le proces-verbal dressi le 28 juin 197 9 d 15 * 5° 

au Service de la Propriete industrielle; 

ARRETE: 

Article 1, — // est dilivri a i a ste dite : WISCONSIN ALUMNI RESEARCH 
FOUNDATION, 

614 North Walnut Street, Madison, Wisconsin 53705, 
( Et at s-Uni s d 1 Amerique ) , 

repr. par l'Office Kirkpatrick-G.C. Plucker a Bruxelles, 
un brevet de perfect ionnement pour: p^c^ £ e preparation de composes 1 & 
hydroxyles, 



brevete en sa faveur le 16 janvier 1979 sous le n° 873^512, 
perf ectionnement qu'elle declare avoir fait l'objet de 
demandes de brevet deposees aux Etats-Unis d f Amerique le 
15 Janvier 1979, n° PCT/US 79/00024 et le 21 mai 1979, 
n° 041079 au nom de H.F. De Luca, H.K. Schnoes , H.E. 
Paaren et D.E. Hamer dont elle est l'ayant cause. 



Article 2. — Ce brevet M est diUvrS sorts examen priakble, a ses nsques et 
ptels, sans garantie soit de la rialitl de la nouveauti ou da mirite de Invention, son 
de T exactitude de la description, et sens prejudice du droit des tiers. 

Au present arreti demeurtra joint un des doubles de la ^ff^jfj^^ 
[memoire descriptil et iventuelkment dessins) signis par Tmtiressi et diposis a tappm 
de sa demande de brevet. 

Bruxellesje 1J juillet 

PAR DELEGATION SPCCIALE : 



L. SALPETEUR 
Dlrecteur 



m£moire descriptif 

D^POSe -A L'APPUI QUN5 OEMANOE 
OE . 

BREVET DE PERFECTIONNEMENT AU 

BREVET DMNVENTION 

N° 873- 512 DU 16 JANVIER L979 

FORMS=E PAR 



UTSCONSIN &T.TIMNI REST™*™* POUHDATION 



pour 



Precede de preparation de composes l«-hydroxyl^s. 
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La presente invention se rapporte a un procede de prepa- 
ration de composes ayant une activite analogue a celle de la vi- 
tamine Beta des composes intervenant comme intermediaires cles 
dans ce procede, et en particulier a ceux qui comprennent une 
5 fonction oxygenee sur I'atome de carbone 1 de la molecule. 

On sait que les vitamines i exercent certains effets bio- 
.logiques, comme la stimulation de 1' absorption du calcium dans 
l'intestin, la stimulation de la resorption minerale osseuse et 
la prevention du rachitisme. On sait aussi que cette activite 

10 biologique depend de 1' alteration in vivo de ces vitamines, 
c'est-a-dire de leur metabolisme , en derives, bydroxyles. Par 
exemple, on a pu etablir que la la, 25-di3aydroxyvit amine I> 3 est la 
forme active in vivo de la vitamine" et est le compose qui exer- 
ce les effets biologiques precites. 

X5 Les la-bydroxyvitamines D syntbetiques analogues, comme 

la la -bydroxyvit amine et la la-bydroxyvitamine D 2 , exercent 
aussi un effet biologique marque et ces composes „ de meme que les 
metabolites natuxels, off rent ^eaucoup d'interet comme agents 
pour le traitement de differents troubles des os et du metabolisme 

20 du calcium, tels que l 1 osteodystropbie, 1' osteomalacic et l'os- 
teoporose. 

La plupart des procedes de preparation de ces analogues 
compreunent l'hydroxylation en position 1 d'un steroide precur- 
seur convenable, puis la conversion du l-hydroxysteroide en la 

25 1-bydroxyvitamine D desiree. Recemment, un procede general de 
preparation des 1-hydroxyvitamines D, qui differe radicalement 
des procedes anterieurs, a ete propose- Ce procede, mis au point 
par Paaren et al(Proc. Nat. Acad. Sci. U.S.A. 2l> 208G-208l) com- 
prend 1 ' hydroxylation directe d'une vitamine D precurseur con- 

30 duisant avec un rendement eleve au compose la-bydroxyle corres- 
pondant. Ce procede peut etre illustre par le scbema operatoire 
ci-apres. 



3? 



ho 
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stade 6 } 



10 HO m^V^X^ OH HO 

(8) 

Les differents stades sont les suivants : 
Stade (1) : p- toluene sulfonyl at ioa d>vme>/3-hydroxyvitamine D de 
15 depart (comme la vitamine D^, la vitamine D 2 , la 25-hydroxy- 

vitamine D^, etc. ) pour la formation du derive 3-0-p-tolufcne- 
sulfonyle qui est soumis directement k la 
Stade (2) : solvolyse dans un solrant alcoolique (ZOH ou Z repr6- 
sente un radical methyle, ethyle, propyle, etc., ou un atome 
20 d'hydrog&ne) conduisant a la cyclo vitamine intermediaire (2) 

et, si la chose est desiree, lorsque Z represente un atoate 
d'hydrog&ne, acylation dans les conditions normales (par exem- 
ple anhydride acetique /pyridine) conduisant au compost corres- 
pondant dont Z represente un radical acyle . inferieur ou acyle arcmatique 
2? Stade (3) : introduction du radical hydroxyle en position Iv par 

oxydation allylique au moyen de dioxyde de selenium conduisant 
au compose intermediaire (3) 
Stade (If) : protection de la fonction lcC -hydroxyle dans le derive 
loc-0-acyle (hA) dont le radical acyle peut fctre tout radical 
30 acyle appropri^, pax exemple formyle, acdtyle, benzoyle, etc. 

Stade (?) : solvolyse du compose intermediaire (hk) au moyen d»a- 
cide p- toluene sulfonique comme catalyseur pour la formation 
de la lpc-0-acyl-3jJ-hydroxyvitamine D (J>A) et de l'isombre 
5,6-trans correspondant (6A) 
35 Stade (6) : f ractionnement du melange par chromatographie et hydro- 
lyse alcaline (ou scission rgductrice) du radical acyle con- 
duisant k la l^-hydroxyvitaaine D (7) et, si la chose est dS- 
siree au compost 5> 6- trans correspondant (8). 

Ce procede constitue une voie fort commode et efficace 
ifO de synthase des lct-hydroxyvit amines D (et/ou de leurs isomferes 
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7,6-trans) a partir de vit amines!) de depart convenables- De plus, 
le procede est fort general du fa±t que la chaine laterale H du 
compose de depart peut. etre l f une quelconque des chaines laterales 
conrantes se pretant elles-memes a la substitution par de tres 
5 nombreux radicaux fonctionnels, notamment hydroxyle, alkyle, 
O-acyle, halogene, ceto, carboxyle, amido, ou a la non-saturation. 

La Demanderesse a decouvert a present un procede qui ame- 
liore et abrege le procede decrit. ELle a en effet etabli que 
dans des conditions appropriees, la la-hydroxycyclovitamine D in- 

10 teraediaire (formule 3 dans le schema ci-dessus) peut etre solvo- 
lysee directement, sans protection prealable du radical 1-hydro- 
xyle sous forme de radical 1-0-acyle, pour donner un melange de 

6-cis-la-hydi-oxy-3-0-acylvit amine* D et de 5 > 6-trans-la-bydroxy- 
3-0-acylvitamine D, qui peuvent etre separees et converties en la 

15 la-bydroxyvitamine D desiree (ou l'isomdre 5,6-trans correspondent). 

II est evident que le radical la-hydroxyle etait protege 
dans le procede initial, pair conversion en radical loc-0-acyle en 
raison de la prevision raisonnabie que la f onction la-hydroxyle 
allylique sensible subirait une degradation pendant la solvolyse 

20 a l*aide d'un acide relativement fort, comme 1' acide p-toluenesul- 
fonique- L 1 experience a en fait demontre que la solvolyse d'une 
lot-bydroxycyclovitamine D non protegee conduit dans de telles con- 
ditions a une decomposition importante et a un melange complexe 
contenant des produits non desires. Les auteurs du procede pre- 

25 cite indiquent aussi qu'apres protection du radical la-hydroxyle 
sons forme de radical loc-O-acyle, le produit de solvolyse recher- 
che est obtenu avec un bon rendement, mais que la protection n'em- 
peche pas completement la decomposition indesiree pendant la sol- 
volyse au moyen d 1 acide p-toluenesulfonique conime catalyseur. lis 

30 ont en outre observe que la decomposition peut etre reduite au mi- 
nimum par solvolyse de la la-O-acylcyclovit amine dans l'acide ace-, 
tique ou formique. Heanmoins, dans ces conditions, ces auteurs 
obtiennent un melange de la jT, 6-cis-l , 3*"3i-"Q"' ac y3- v ^^ a7n ^ I ^ e D et de 
la $",6-trans-l,3 - di-0-acylvitamine D fort difficiles a separer, et 

3? I'avantage qui consist e dans la reduction jusqu'au minimum des 
reactions de decomposition est annul e par les pertes dues a une 
chromatographie compliquee inevitable. Lorsque les substituants 
aux atomes de carbone 1 et 3 aont de meme caractere (par exemple 
sont tous deux des radicaux bydroxyle ou 0-acyle) , la separation 

*K) de la forme 5,6-cis et de la forme 5\6-trans de ces vitamines D 
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est difficile, Pcur Sviter les difficult es de cette separation, 
les auteurs out suggere un schema suivant lequel une 1-0-acylcy- 
clovitamine D (dont le radical acyle pent etre un radical acyle 
quelccnque, a 1' exception du radical fonnyle) est solvolysee dans 
5 l'acide formique pour donner tm melange de ?,6-cis-la-0-acyl-3p- 
O-formylvitamine D et de 5,6-trans-la-0-acyl-3p-0-f ormylvitamine 
D. Le radical formyle est alors elimine au cours d*une hydrolyse 
selective qui donne un melange de 5,6-cis-la-0-acyl-3p-bydro:xy- 
vitamine D et de J^-trans-la-O-acyl-Sp-bydroxyvitamine . D, qu'il 

10 est possible de separer commodement et de traiter suivant les 
indications du stade 6 du schema . ci-dessus. Toutefois, cette 
variant e. fait executer un stade de reaction supplement aire (hy- 
drolyse selective du radical formyle). 

Uhe particularity specialement avantageuse de 1' invention 

15 est qu'elle supprime tant les reactions de decomposition . indesi- 
rables que la necessite de proteger et deproteger le radical *hy- 
droxyle. Le procede perfectionne de 1' invention est illustre par 
le schema operatoire ci-apres. 
Schema operatoire B 




^0 
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acyle Cf 





0 acyle 



(5B) 



15 



stade 5 



(6B) 



stade 5 



20 



25 



30 





(7) 



(8) 



Les stades 1, 2 et 3 sont identiques aux staaes corres- 
pondants du sch&na operatoire A pour d'autres details desquels il 

* consent de se referer i Broe- Nat. Acad. Boi. U.S.A. loc. cit. 
Le stade h est le nouveau stade decisif de solvolyse directe de la 
la-hydrosycyclovitamine » iutermediaire (3) en presence d'unacide 
carbosylique de t>as poids moleculaire Cconme l'acide fomigue ou 
acetique) conduisant a la la-hydroxy-3-0-acyl-5,6-cis-vitamne D 

WO (?B), de mSiae qu'a la ia-nydroxy-3-0-acyl-?,6-trans-vitainine D 
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(6B) (dont le radical acyle est evidemment celui de l 1 acide utili- 
se pour la solvolyse). 

Le stade 5 est analogue au stade 6 du schema operatoire A 
et cornprend la separation de la la-hydro^-3 - 0-acyl-cis-vitamine D 
5 et de la la-hydroxy-3-O-acyl-trans-vitaroine D, puis I 9 elimination 
du radical 3- acyle' par hydrolyse ou reduction conduisant k la 1<^- 
hydroacyvitamine D (7) : ou; si la chose est desiree, a. la 5,6-txans- 
}^-hydroxyvitamine (8). 

Le precede de 1' invention off re des avantages pratiques 
10 important s. Ainsi, 

(a) la synthese est executee dans son ensemble en un plus pe- 
tit nombre de stades,du fait que la protection du radical hydro- 
xyle et/ou l 1 hydrolyse du radical formyle sont supprimees; 

(b) la solvolyse direct e donne un melange qui contient la 

15 la-hydroxy-3-0-acylvitamine D recherchee et la l<x-hydroxy- 3- 0 -acyl- 
5 , 6-trans-vit amine 3) correspondante sans contamination par diff e- 
^ents produits de degradation qui apparaissent lorsque l 1 acide 
p-toludnesulfonique est le catalyseur pour la solvolyse; 

(c) la suppression des produits de degradation indesirables 
20 simplifie la separation des formes cis et trans obtenues par sol- 
volyse; 

(&) la brievete du schema operatoire et la commodite de sepa- 
ration des isom^res cis et trans rendent le nouveau procede prefera- 
*bla pour une synthese des la-hydroxyvitamines D a l'echelle indu- 
25 strielle; 

(e) la suppression d'un stade operatoire et 1' absence de pro- 
duits de degradation indesirables ameliore le rendement en compo- 
ses la-hydroxyles recherches* 

La solvolyse direct e conforme a 1* invention est executee 

30 avec avantage par dissolution de la cyclovitamine dans un acide 
carboxylique organique de bas poids moleculaire et par bref chauf- 
fage du melange resultant. Les acides preferes sont 1* acide for- 
mique et l 1 acide acetique. et la reaction est exScutee avec avan- 
tage a uae temperature de **0 a 60°C en 15 a 30 minutes. Si la 
'35 chose apparalt favorable ou requises, un cosolvant inerte tel que 
le tetrahydrofuranne ou le dioxanne peut etre utilise conjointe- 
ment avec 1* acide organique carboxylique pour ameliorer la solubi- 
lite de la 1-hydroxycyclovitamine. la solvolyse conduit a un 
melange (generalement dans le rapport 3=1) de la loc -hydroxy- 3 - 0- 

hO acylvitamine D et de la la-hydroxy-3-0-acyl-5, 6-transvitamine I>, 
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contenant le radical acyle provenant de'l'acide organique utili- 
se pour la solvolyse- Par exemple, la solvolyse de la loc-hydro- 
xy-3,$-cyclovitamine dans 1'acide acetique glacial donne du 
3-acetate de la-bydroxyvitamine 3)^ et du 3~acetate de la -hydroxy- 
5 5,6-trans-vitamine Dy La formation de la fonction 3-0-acetyle 
pendant la solvolyse- est une partipularite fort desirable et avan- 
tageuse du procede 3 parce que les isomeres 5\6-cis et 5,6-trans 
des la-hydroxy-3-O-acylvit amines D^.peuvent etre sepaxes aisement 
par- chromatographie . Des precedes chromatographiques appropries 
10 sont notamment la chromatographic en couche mince sur gel de sili- 
ce, qui est classique, la chromatographic liquide sous haute pres- 
sion et pour le travail a une plus grande echelle la chromatogra- 
pbie sur colonne de gel de silice ou la chromatographie liquide 
soils haute pression dans des colonnes preparatives. 
15 Apres cette separation, le radical 3-0-acyle peut etre 

elimine par hydrolyse en milieu alcalin ou par reduction a I'aide 
d'un fcydrure, le mode operatoire choisi dependant principalement 
de la nature des autres fonctions que peut.contenir la molecule. 
Par exemple, la reaction d*une solution methanolique d'unela-hy- 
20 dro^-3-O-acylvitamine D (ou de son isomere 5,6-trans) avec de 

I'hydroxyde de sodium aqueux a 5$ pendant 1 a 2 heures a 25 - 50° C 
elimiue quantitativement le radical acyle et conduit a la 1,3-di- 
hydxoxyvitamine D recherchee* Une solution etheree d'une la-hydro- 
xy-3-O-acylvitamine D (ou de son isomere 5,6-trans) reagissant 
25 avec un exces d'hydrure de lithium-aluminium pendant 30 minutes a 
la temperature ambiante conduit au meme resultat; 

la 5,6-trans-la-hydroxyvxtamine D obtenue suivant ce pre- 
cede peut evidemment etre convertie en 5,6-cis-la-hydroxyvitamine D 
par irradiation en lumiere ultraviolette suivant le mode operatoi- 
30 re general de Inhoffen et al- ;[Chem. Ber. 9Q^2*frk (1957)1- De 
mSme, les la-^droxy-3-0-acyl-5,6-trans-vit amines D intermediates 
resultant de la solvolyse peuvent etre converties en isomeres 
5,6-cis correspondants, qui donnent les loc-hydroxyvitamines D par 
elimination du radical acyle de la maniere decrite ci-dessus. 
2$ Tout comme le procede original, le procede de 1' invention 

est fort general- II est applicable aux vitamines D portant 
I'uae quelconque des chaines laterales habitueiles des steroides. 
Pax consequent, 1* invention procure un procede de preparation d'un 
compose de formule (7) ou (8) ou R represent e un atome d'hydrogene, 
hO un radical alkyle inferieur (par exemple methyle, ethyle,. propyl e, 
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i-propyle, butyle ou i-b u tyi e ), ou un radical de* fomule V 



5 




10 



15 



20 




dans lesquelles H , H et R 3 represented chacun independamment ui 
atome d'hydrogene ou de fluor ou un radical hydroxyle, alkyle in- 
25 ferieur O-alkyle inferieur, O-acyle inferieur ou O-acyle aromati- 
ze, et R represente un atome d'hydrogene ou un radical alkyle 
inferieur, suivant lequel on soumet une -hydroxy cyclovit amine D 
de formule (3) ou R est tel que defini ci-dessus, et Z represente 
un atome d'hydrogene ou un radical alkyle inferieur, acyle infe- 
30 rieur ou acyle aromatique a la solvolyse en presence d'un acide 
•carboxyiique organique de bas poids moleculaire , puis on conver- 
tit la l^-hydroxy-3-O-acylvitamine D 3 et/ou son isomere 5, 6- trans 
resultant en le compose 3-hydroxyle correspondant. 
35 Une autre Particularite interessante de 1» invention est 

. que la solvolyse directe donne des vit amines D et des 5,6-trans- 
vitamines D dans lesquelles le radical hydroxyle sur 1 'atome de 
carbone 3 est specif iquement acetyle de maniere plus aisee. Ces 
• composes ont beaucoup d'utilite, en particulier lorsqu'une modifi- 
*K) cation (par exemple oxydation, substitution, etc.) du radical hy- 
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droxj-le sur l'atome de carbone 1 est desiree sans' qu'une influen- 
ce soit exercie sur le radical aydroxyle de l'atome de carbone 3, 
dont la preparation par d'autres precedes est generalement plus 
fastidieuse et difficile. 
* Aux fins de l'inveation, il convient d'entendre par "ra- 

dical alkyle inferieur" un radical hydrocarbon e en chaine droit e 
ou ramifies (sature ou non sature^ de 1 a environ 5 atomes de car- 
bone, par "radical acyle inferleur" un radical acyle de 1 a envi- 
ron h atomes de carbone (par exemple foimyle, acetyle ou butyryle) 
^ et par -radical acyle aromatique" un radical benzoyle ou benzoyle 
substitue" (par exemple p-nltrobenzoyle). 

L' invention est davantage illustree par les exemples sui- 
vants- ■ - - 

EXEMPLE 1 .- 

15 On chauff e a 55°C pendant 15 minutes une solution de 

10 mg de la-hydroxy-6- m ethoxy-3,?-cyclovitandne dans 1,0 ml 
d'aexde acetique glacial. On ajoute le melange de* reaction re- 
froidi goutte a goutte a une solution agitee formee de glace et 
d'une solution saturee de bicarbonate de sodium, puis on soumet 

*0 xe melange neutralise resultant a 1' extraction par 1» ether. On 
lave les extraits organiquesune fois avec une solution saturee de 
bicarbonate de sodium et une fois avec de l'eau, puis on les se- 
cne sur du sulfate de magnesium et on en chasse le solvant sous 
vide. On applique l'huile rSsiduelle brute ainsi obtenue sur 
25 une plaque de gel de silice de 20 cm x 20 cm,(d'une epaisseur de 
750 microns) pour cbromatographie en couche mince qu'on developpe 
avec un melange 3:1 de Skellysolve B et d- acetate d' etnyle pour 
obtenir 5,8 mg de 3-acetate de la-hydroxyvitamine [spectre ul- ' 
trayiolet > nax 26^ nm; spectre de masse, m/e : **2 (M + , *0), 382 
30 (65), 361* (15)> 269 (20)) 13h (100) . spectre de r6soQ ^ ce ^ 

tique nucleaire, 6 , 0,5* ( 3 H, s, 18-EL), 0,86 (6H, d, J = 6,6 Hz, 
26-^ et 27-H ), 0,92 (3H, d, J = 6,0 i, 21-H,), 2,0* (3H, s, 
3-OOOCH 3 ), *,*i (1H , a ,. 1-H), 5,02 (IH, m (fin), 19 (Z)-H), 5,21 
(IH, m, 3-H), 5,3* (IH, m (fin), 19(E)-E), 6,02 (lH, d, j = tf" 1 

35 Hz, 7-H), 6,3* (IH, d, J = 11,1 Hz, 6-H)3. et 2,0 mg de 3-acetate 
de 5,6-trans-la-nydroxyvitamine [spectre 'ultraviolet 
X max 273 Im » spectre de masse, m/e : **2 (If 4 ", 10), 382 (80), 

- 269 (23), 13* (100); spectre de resonance magnetique nucleaire S 
0,5* (3H, s , iS-jy, 0,87 (6H, d, J .= 6,3 Hz, 26-H^ et 2 7 -H a ),' * 

^ 0,92 ( 3 H, d, J = 6,1 H Z , Sl-iy, 2,03 (3H, s, 3-0C0CH 3 ), *,*9 (lH, 
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a/!rH) t "*K99 (1H, m^ (fin), l9(Z)-H), 5,13 (ik/m (fin), 19(E)- 
2), OH. a ? 3-H); 5,SC (IE, fi, J - 11,^ Ez, 7-H), 6,?? (lH, . 

d* J = 11. ^ Hz, 6-H)]- Par reaction du 3-acetate de la-hydroxy- 
vitandne "Dy avec de l'hydroxyde de sodium methanolique a 10%. pen- 
5 dant 1 heure dans l'ethanol a 50°C, on obtient la la-hydroxyvi- 
tamine. identique a un echantillon authentique. La reaction 
semblable du 3-acetate de 5,6-trans-la-hydroxyvitamine conduit 
a la 5*6-trans-la-hydro:xyvitamine [spectre ultraviolet 
X mav 273 nm, spectre de masse, m/e : HOO (M+, 12), 382 (8), 1?2 
10 0+2), 13 1 * (100), spectre de resonance magnetique nucleaire, <f , 
0,56 (3H r s, 18-Hj), 0,87 (6H, d, X= 6} 6. Hz, 26-Hj.et 27-Hj), 
0,93 (3H, d, J = 6,02'Hz, 21 -H 3 ), h,2k (1H, m, 3~H), V,50 (1H, m, 
■1-H), h,9? (lH,'m. (fin), l'9(Z)-H), 5,12 (1H, m (fin), 19(E)-H), 
5,89 (1H, d, J = ll,i Hz, 7-H), 6,58 (1H, d, J = 11, if Hz, 6-H)]. 
15 EXEMELE 2 ,- 

On chauf f e a 5?°C pendant 15 minutes une solution de 8 mg 
de la.,25^dih7dro^-6^etho^-3,5-cyclovitamine dans 800yulitres 
d'acide acetique glacial, on refroidit la solution et on l'ajoute 
goutte a goutte a un melange agite forme de glace et d'une solu- 

20 tion saturee de bicarbonate de sodium. On extrait le melange a 
lather, puis on lave l 1 extrait organique une fois avec une solu- 
tion saturee de bicarbonate de sodium et une fois avec de 1' eau, 
aprSs quoi on le seche sur du sulfate de magnesium et on le concen- 
tre sous vide- On chromatographic l'huile resultant e sur une pla- 

25 que de gel de silice de 20 cm x 20 cm (d'une epaisseur de 7E>0 mi- 
crons) qu'on developpe avec un melange 3-2 de Skellysolve B et 
d'acetate d'ethyle pour recueillir ^,0 mg de 3-acetate de loc,25~ 
dihydroxyvitamine [spectre ultraviolet X^a-x 2 ^*f m " } SP^ 1 ^ de . 
masse, m/e: h$B (M + , .30) 398 (70),. 38O (15), 13^ .(100), 59 (80); 

30 spectre de resonance magnetique nucleaire, 6, 0,55 (3H, s, 18-H^), 
1,22 (6H, s, 26-Bj et 27-H 3 ), 0,92 (3H, d,. J = 6,0 Hz, 21-H.j), 
2,0>J- (3H, s, 3-000CHO, ^,38 (1H, m, 1-H), 5,00 (1H, m (fin), 
19(Z)-H), 5,20 (1H, m, 3-H), ?,3^ (1H, m (fin), 19(E)-Z); 6,06 
(1H, d, J = 11,6 Hz, 7-H), 6>2 (1H, d, J = 11,6 Hz, 6-H) J. et 

35 1,7 de 3-acetate de 5,6-trans-la,25-dihydroxyvitamine [spec- 
tre ultraviolet * lflax 273 mn; spectre de masse, m/e : 458 (M*, 10), 
398 (85) , 380 (25) , 12 1 * (100) , 59 (85) ; spectre de resonance ma- 
gnetique nucleaire, 6, 0,5** (3H, s, l8-H 3 ) , 1,23 (6H, s, 26-H^ et 
27-HO, 0,92. (3H, d, J = 6,0 Hz, 21-H 3 ), 2,03 (3H, s, 3-OCOCEj), 

hO ^ ,50 (1H, m, 1-H), ^,96 (1H, m. (fin), 19(Z)-H), 5,10 (1H, m (fin), 
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b.pp V,XH ? 3% U — U) T J-L£, V U; j. ^^.w^jww —~ 

. . -,r~ ; .v 2 ** . t\ a- t i i—j—*-, — .3- 4 

a IG70 daus le methanol pendant 1 heure a p5 5 C 7 on obtient la 
5 la,25-di.hydroxyvitamine identique sons tous rapports a un echart- 
tillon authentique* En traitant comme ci-dessus le 3-acetate de 
^,6-trans-la,2?-dil^rdroxyvita2nine D^, on obtient la 5,6-trans- 
la,25-dihydroxyrttainine [spectre ultraviolet X m a T ?73 na; 
spectre de masse, m/e : hl6 U5)> 398 (8), 152 CK>), l& (100), 

10 59 (95); spectre de resonance magnetique nucleaire,<5 , 0,55 (3H, 
s, l8-H 3 ), 1,23 (6H, s, 26-l 3 et 27-Hj), 0,92 (3H, d, J = 6,0 Hz, 
21^H 3 ), ^,22 (1H, m; 3-H), ^,53 (1H, m, 1-H), ^,95 (1H, x (fin), 
19(Z)-H), 5,12 (IB, m (fin),.l9(E)-H), 5,85 (1H, d, J = ll, 1 * Hz, 
7-H) et 6,55 (1H, J = 11 A Hz, 6-H)]. 

15 ESEMELE 3 *- 

On ajoute 1,0 ml d'acide formique a 98% a une solution 
de 12 mg de la~hydxoxy-6-methoxy-3 , 5^cyclovit amine dans 1,0 ml 
de tetrahydrofuranne sec. On chauffe le melange de reaction a 
55°C pendant 10 minutes, puis on arrete la reaction au moyen d'un 

20 melange de glace et de solution saturee de bicarbonate de sodium. 
On extrait la suspension aqueuse rapidement a 1' ether et on lave 
les extrait s organiques avec de l'eau, puis on les seche sur du 
sulfate de magnesium et on Les concentre sous vide. On applique 
I'huile brute sur une plaque de gel de silice de 20 cm x 20 cm, 

2? d'une epaisseur de 7^0 microns, pour chromatographic en couche 
mince qu'on developpe avec un melange *f:l de Skellysolve B et 
d 1 acetate d'ethyle pour obtenir 6,3 Hg de 3-formiate de la-hydro- 
xyvitamine [spectre ultraviolet \^ r 26h nm; spectre de masse, 
m/e : ^28 (Jr)] et 2,2 mg de 3-formiate de 5,6-trans-la-hydroxy- 

•30 Vitamine [spectre ultraviolet ^ maY 2 73 nm; spectre de masse, 
m/e : ^28 (M + )]. Par hydrolyse des esters formiques au moyen de 
bicarbonate de potassium dans le methanol aqueux a V5°C pendant 
30 minutes, on obtient la la -hydroxyvit amine 3> 3 et l f isomere 
5,6-trans correspondent qui sont identiques sous tous rapports 

3J aux composes mentionnes dans l'exemple !• 
EXEMFLE h .- 

On a^oute 1,0 ml d f acide formique a 98^ a une solution 
de 7,5 mg de la,25-dihydroxy-6-methoxy-3i5-cyclovitamine D 3 dans 
1,0 ml de tetrahydrofuranne sec. Apres 10 minutes de chauffage a 
55°C, on arrete la reaction au moyen de glace et d'une solution 
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3a1rar £ s as . bicarbonate ae so dim, puis on extrait- le melange 
aqueux rapideaent a 1' ether. On lave les extraits etheres a 
Veau et oti les seche sur du sulfate de magnesium, puis on les 
concentre sous vide, On chromatography 1'huile brute sur une 

5 plaque de gel de silice de 20 cm x 20 cm, d'une epaisseur de 
750 microns, pour chromatographic en couche mince avec un melange 
3:2 de Skellysolve B et d' acetate d' ethyle pour obtenir 3,6 mg 
de 3-formiate de la ,-25-dihydroxyvit amine D 3 [spectre ultraviolet 
V 26V nm; spectre de masse, m/e : Wt (M + )] et 1,3 mg de 

10 3-fSrWte de 5,6-trans-la,25-dihydroxyvitamine D 3 [spectre ultra- 
violet ^^273 urn; spectre de masse, m/e : (H*)]. Par sim- 
ple hydrolyse dans le hicarbonate de potassium, on obtient 1'iso- 
mere 5,6-cis et l'isomlre 5, 6-trans" analogue qui sont identiques 
aux composes decrits dans l'exemple 2. 

15 EXEMPLE 5 .- . 

On chauffe a 60°C pendant 15" minutes une solution de 
3 80 mg de ia-hydroxy-6-methoxy-3,5-cyclovitamine D 2 dans 8 ml d'a- 
cide acetique glacial. On refroidit le melange de reaction et on 
l'adoute lentement a une solution agitee formee de glace et d'une 
20 solution saturee de bicarbonate de sodium. Apres neutralisation 
de la suspension aqueuse, on l'extrait avec de l'ether et on lave 
• la phase organique une fois a l'eau, puis on la seche sur du sul- 
fate de magnesium. Apres avoir chasse le .solvant sous vide, on 
applique 1'huile brute restante sur une colonne de 60 cm x 1,5 cm 
2< garnie de **5 g de gel de silice dans de l'hexane. Par elution en 
lots successifs avec 100 ml d' acetate d- ethyle a «**, 100 ml d'a- 
cetate d' ethyle a Q% et 100 ml d' acetate d' ethyle a 12%, puis 
1K)0 ml d' acetate d' ethyle a 16*6, on recueille des fractions de 
6 0 ml. Les fractions 23 a 32 contiennent 180 mg de 3-acetate de 
*> la-hydroxyvitamine D 2 pux [spectre ultraviolet X^^* nm; spec- _ 
tre de masse, m/e : (* + , 70), 39^ (60), 376 (20), 269 (35), 
13^ (I00)] tandis que les fractions 33 a ^5 contiennent un melange 
cis-trans et que les fractions ^6 a 60 contiennenl; 60 mg de 3-ace- 
tate de 5,6-trans-la-hydxoxyvitamine T> 2 [spectre ultraviolet 
3? X 273 nm; spectre de masse; m/e : ^ 20); 3* (80), 376 

(lST 269 (25), 13^ (100)]. Par hydrolyse du 3-acetate de la-hy- 
droxyvitamine D 2 avec de 1'hydroxyde de sodium methanolique a 10* 
i 50°C dans l'ethanol pendant 1 heure, on obtient la 5,6-cis-la- 
' hydroxyvitamine D 2 identique sous tons, rapports a un echantillon 
UO authentique prepare autrement [lam et al., Steroids, 30, 671-677 
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lct ' v max 2?3 **** s P ectre de masse, m/e : hiz (2?, 39^ (60), 

376 (10), 269 (20), 152 (60), 13* (100)]. 
5 T^TKMPLE 6 

On chauffe a 60°C pendant 10 minutes une solution 
de 6,8 mg de la,25-dihydro^-6-metlio^-3 5 5-cyclovitainine [pre- 
paree a partir de 25-hydroxyvitamine P 2 suivant les procedes dem- 
erits par Paaren et al- (Proc. Nat* Acad. Sci. , USA, 2l> 2 °80 

10 (197 8 )) Pour la preparation de la la-25-dihydroxycyclovitamine 
analogue correspondante] dans 0,5 ml d'acide acetique glacial, 
puis on I'ajoute goutte a goutte a un melange de .'glace et de so- 
lution saturee de "bicarbonate de so'dium. On extrait ce melange 
aqueux a l 1 ether, puis on lave les extraits organiques une fois 

1? avec de l'eau, apres quoi on les seche sur du sulfate de magnesium 
et on les concentre sous vide. Par chromatographic liquide sous 
haute pression du residu huileux sur du gel de silice microparti- 
culaire (produit vendu sous le nom de Zorbax-SIL par la Societe 
DuPont, Wilmington, Delaware) au moyen de 10% d'isopropanol dans 

20 I'hexane comme solvant, on obtient 3,5" mg de 3-acetate de la,2?- 
dibydroxyvitamine Dg [spectre ultraviolet X ^ ay 26 1 f nm; spectre de 
masse, m/e : ^72 00 et *KL2 (M* -60)] et 1,3 mg de 3-acetate de 
5 , 6-trans-la , 25~dihydro:xyvit amine [spectre ultraviolet 
X mflX 273 nm; spectre de masse, m/e : tyz (M+), hl2 (M* -60)]. Par 

2? hydrolyse des fonctions 30-acetoxy (hydroxyde de sodium a 5% dans 
le methanol a h$°G pendant h$ minutes), on obtient la la,25-dihy- 
droxyyitamine D2 identique sous tous rapports a un echantillon au- 
thentique et la 5, 6-trans-la, 25-dihydroxyvitamine [spectre ul- 
traviolet ^ mqx 273 ma; spectre de masse, m/e : **28 (M*)]. 

3Q Tjy>;MPrjR 7,- 

On chauffe a 55 °C pendant 10 minutes tine solution 
de mg de la,2^-,2j-trihydro3ty-6-methoxy-3,?-cyclovitainine 
[preparee a partir de 2^,25-dihydroxyvitamine D^, par p-toluene- 
sulfonylation a l'atome de carhone 3i solvolyse en 3 , ?-cyclovita- 

3? mine et oxydation par le dioxyde de selenium en compose la-hydro- 
xyle, comme decrit par Paaren et al., Proc . Nat . Acad* Sci. 
2080 (1978)3 dans 0,3 ml d'acide acetique glacial, puis on arrete 
la reaction au moyen d'un melange de glace et de solution saturee 
de bicarbonate de sodium- On extrait la solution aqueuse a l'e- 

ho ther, puis on lave les extraits organiques une fois a l'eau, apres 
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quoi on les seche sur du sulfate de magnesium et on les concentre 
sous vide. Par chromatographic liquide a haute performance sur 
du gel de silice microparticulaire (Zorbax-SIL de la Societe 
DuPont) au moyen de 12% d'isopropanol dans I'hexane comme solvant, 
5 on obtient 2,0 mg de 3~acetate de la,2^,25~trihydroxyvitamine 
[spectre ultraviolet ^ ma3 ^26if nm] et 0,8 mg de 3~&cetate de 
5 J 6-trans-la,2V,2?-trihydrox3rvitainine isomere [spectre ultra- 
violet ^ max 273 nm]. Par hydrolyse alcaline (hydroxyde de sodium 
a 5% dans le methanol a **5°C pendant 60 minutes) du 3~acetate de 

10 la ,2^,25-trihydroxyvit amine Dy on obtient la la, 2^ , 25-trihydro- 
xyvitamine identiqiie sous tous rapports a un echantillon authen- 
tique. Par hydrolyse du 3-acetate de 5»6-trans-la,2 l f ,25-trihydro- 
xyvitamine dans les memes conditions, on obtient la 5,6-trans- 
1^,2V, 25- trihydroxyvit amine /spectre ultraviolet X max 273 nm; 

15 spectre de masse, m/e : ^32 (H" 1 *)]- 
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BEVENDICATIQ k *S '. 
1.- Precede de preparation d'une la-hydroxyvitamine D 
de formule generale : 



10 



V5 HO 




ou 



HO * 




ou R repxesente un atonie d'hydrogene, mi radical alkyle inferieur 
ou un radical de formule : 



20 



25 




1 J* 




30 





COOlf 



35 




COOR 1 



ou 




ho 
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.formules dans lesquelles Br, R et B J repr^sentent chacun ind^pen- 
' damment.un atome d'hydrogfene ou de flubr ou un radical hydroxyle, 
allcyle inf^rieur, O-aUkyle infgrieur, O-acyle inf<Srieur ou acyle 
aroraatique , et B^ represente un atome d'hydrogene ou un radical 
5 alkyle inf^rieur, caracterise en ce qu'on soumet une l<*-hydroxy- 
cyclovitamine D de forraule generale : 



R 




ou Z represente un atome d'hydrogene ou un radical allele inf e- 
20 rieur, acyle inf erieur ou acyle aromatique, et R a la signification 
qui lui a ete domiie ci-dessus, & la solvolyse en presence d'un 
acide carboxylique organique de bas poids moleculaire, puis on con- 
vertit'la loc-hydroxy-3-b-acylvitamineD et/ou la 5,6-tisns-lQC-iydroxy- 
3,0-acylvitamine D r£sultantes en le compose 3-hydroxyle correspondant* 
25 2.- Procede suivant la revendication 1, caracterise en • 

ce qu'on separe la laHaydroxy-3~0~&cylvitamine D et/ou la 5,6- 
trans-la-liydro3cx"3-0-acylvit amine D du melange, de solvolyse avant 
d'eliminer le radical 3-0-acyle. 

3.- Procede suivant la revendication 1 ou 2, caracterise 
30 en ce qu'on elimine le radical 3-0~acyle par hydrolyse en milieu 
alcalin. 

Procede suivant la revendication 1 ou 2, caracterise 
en ce qu'on elimine le radical 3"0"SLcyle par reduction au moyen 
d'un bydrure. 

35 5-" Procede suivant l'une quelconque cLes revendications 

I a h 9 caracterise en ce que 1' acide carboxylique organique est 

I I acide formique. 

6.- Procede suivant 1*1016 quelconque des revendications 
1 a V, caracterise en ce que 1* acide carboxylique organique est 
ho l" acide acetique. * 
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1 it + ?° C f 6 1,Une quelcon ^ *»■ revocation 

L! 6 M'^ a fi Se eD ^ ^ 16 'J* 1 ™"-*" D est la la-h^ 

J a ^^hydro^^-Bitho^^-cyclovitanane ou la . 
la,2^,25-trx^dro^-6-metho^3,?-cycloTdtamne Bj. 

Bruxelles, le 28 juin I979 

P - Pt>n - de WISCONSI N ALUMNI BRRE ABCH FOTTWT> & TTnyr 
OFFICE KERKPATRICK - G.C. PLUCKER 
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